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54) Stabilized Tetrazolium Salt Preparation 

57) The object of the invention is a new stabilized preparation of tetrazolium salts for 
analytical purposes by addition of complex-forming acids soluble in polar solvents, like 
boric acid or hydroxypolycarboxylic acids, and analytical methods using these 
preparations. 
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@ Stablllslerte Zubereltung von Tetrazoliumsalzen. 

© Gegenstand der Erf in dung 1st elne neue stablllslerte 
Zubereltung von Tetrazoliumsalzen fur analytlsche Zwecke 
durch Zusatz von komplexbildenden, in polaren Ldsungs- 
mitteln losllchen Sauren wie Borsaure oder Hydroxypoty- 
carbonsauren und analytische Verfahren unter Verwendung 
dieser Zubereitungen. 
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Stabilisierte Zubereitung von Tetrazoliumsalzen 



Gegenstand der Erfindung ist eine neue stabilisierte 
Zubereitung von Tetrazoliumsalzen fur analytische 
Zwecke. 

Tetrazoliumsalze sind in der analytischen Chemie zum 
5 Nachweis reduzierender Stoffe, insbesondere von NADH 
seit langem bekannt. Die Wasserstofftibertragung wird 
auBer durch Enzyme wie Diaphorase, auch durch 5-Methyl- 
phenazinium-methylsulfat (PMS) oder ahnliche Substanzen 
katalysiert, wobei sich tiefgefarbte Formazane bilden, 

1o die einen sehr empf indlichen Nachweis der reduzierenden 
Substanzen im sichtbaren Licht erlauben. Es sind 
deshalb entsprechende Verfahren entwickelt worden, eine 
Reihe von in der analytischen Chemie wichtigen Substanzen 
fiber das als Zwischenprodukt gebildete NADH auf diese 

15 Art nachzuweisen. Nachteilig ist bei dieser 

Reaktion, dafi sich, die Tetrazoliumsalze insbesondere in 
Losung relativ leicht zersetzen und farbige Zersetzungs- 
produkte bilden. Selbst bei Lagerung bei tiefen Tempera- 
turen und AusschlufX von Licht ist deshalb die Stabilitat 

2o solcher Produkte begrenzt (H,U. Bergmeyer, Grundlagen der 
enzymatischen Analyse, Verlag Chemie, Weinheim 1977, 
Seite 91-95 mit weiteren Nachweisen) . 

Es stellte sich deshalb die Aufgabe, Stabilisierungs- 
mittel zu finden, die die Empfindlichkeit der Tetra- 
25 zoliumsalze gegen hShere Temperaturen und Licht ver- 
mindern oder beseitigen, ohne dadurch die 
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Empf indlichkeit der Nachweisreaktion zu beeinf luflen. 

Erf indungsgemaft werden stabilisierte Zubereitungen von 
Tetrazoliumsalzen fttr analytische Zwecke vorgeschlagen, 
die 1 t 1o Mol einer komplexbildenden, in polaren 
Losungsmitteln lcJslichen SSure pro Mol Tetrazoliumsalz 
enthalten. Weitere Merkmale der Erfindung sind in den 
Patentanspruchen naher gekennzeichnet . 

Die iablicherweise verwendeten Tetrazoliumsalze wie 

3- (4 f ,5 Wimethyl-thiazolyl-2-)- 2,4-diphenyl- 
tetrazoliumbroraid (MTT) 

2-Cp-Iodophenyl)- 3-(p-nitrophenyl)- 5-phenyl-tetra- 
zoliumchlorid (INT) 

2 . 2 1 , 5 . 5 • -Tetra- (p-nitrophenyl) -3 . 3 ' - (3-dimethoxy- 

4- diphenylen) -ditetrazoliumchlorid (TNBT) 

2 • 2 ' -Di(p-nitrophenyl) -5 . 5 f -diphenyl-3 , 3 ' - (3 . 3 1 -dimethoxy - 
4 . 4 T -diphenylen) -ditetrazoliumchlorid (NBT) 

2 . 2 f -p-Diphenylen- 3 . 3 f 3 5 . 5 1 -tetraphenyl-ditetra- 
zoliurachlorid (Neotetrazoliumchlorid) (NT) 

2.3. 5-Triphenyl-tetrazoliumchlorid (TT) 

werden ttblicherweise als Chloride oder Bromide im Handel 

angeboten und wurden als solche in bisherige Teste 

eingesetzt. Eine ,Vermutung, daB diese Salze in Losung 

teilweise hydrolysieren U nd die Instabilitat in irgend- 

einer Weise damit zusammenhSngt , konnte nicht bestatigt 

werden, da ein Zusatz von tiblichen SSuren die Instabilitat 

nicht beseitigt. Obliche starke SSuren wie Toluolsulfo- 

sSure, Oxalsaure oder Malonsaure erwiesen sich als wirkung 
los . 
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Oberraschenderweise wurde nun gef widen, dafi teil- 
weise weniger saure, aber komplexbildende Sauren > 
wie Borsaure oder organische Hydroxypolycarbon- 
sauren, beispielsweise ZitronensSure oder Apfel- 
saure, einen ganz erheblichen stabilisierenden 
Effekt >sowohl gegen Belastung der Zubereitung durch 
Temperatur, als auch gegen Belichtung,besitzen. 
Losungen einer solchen Zubereitung kGnnen beispiels- 
weise mehrere Tage bei Raumtemperatur und Tages- 
licht aufbewahrt werden ohhe sich merklich zu ver- 
Sndern, d.h. ihre Brauchbarkeit ftir analytische 
Zwecke zu verlieren. Handelsttbliche Zubereitungs- 
formen wie Lyophilisate oder ImprSgnierungen au£ 
saugf ahigen Tragern (Reagenzstreifen) , kSnnen nach 
der erfindungsgemafien Stabilisierung nach bisherigen 
Befunden mindestens ein Jahr lang bei Raumtemperatur 
ohne merkliche Zersetzung aufbewahrt werden. 

Da die erf indungsgemaB eingesetzten Stabilisierungs- 
mittel die bisher bekannten Testsysteme, in denen 
Tetrazoliumsalze als Indikatoren verwendet wurden, 
nicht storen, kann diese Stabilisierung fttr alle be- 
kannten Teste eingesetzt werden. Beispielsweise seien 
der Nachweis von Milchsaure mit Lactatdehydrogenase, 
Alkohol mit Alkoholdehydrogenase, Glyzerin mit Glyzerin- 
dehydrogenase, Glukose mit Glukosedehydrogenase, Acet- 
aldehyd mit Acetaldehyddehydrogenase genannt, sowie ' 
weitere Systeme,die sich beispielsweise iiber die Bild- 
ung von H 2 0 2 und dessen Reaktion mit Alkohol und Katalse 
zu Acetaldehyd an das vorstehende System ankoppeln lassen. 
Dariiberhinaus kSnnen naturlich auch starke Reduktions- 
mittel wie beispielsweise AscorbinsSure 
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direkt Tetrazoliumsalze zum Formazan reduzieren. 

Die erfindungsgemafien Zubereitungen werden dem 

Testsystem ublicherweise als Losung zugesetzt, fur 

die langere Lagerung empfiehlt es sich, sie in 

fester Form,beispielsweise als Lyophilisate, Pulver, 

Tabletten Oder impragniert au£ saugfahige Trager* 

zu verwenden. Solche saugf&higen Trager konnen gleich- 

zeitig an einem kurzen Handgriff befestigt sein, 

so dafi man sie als Mischstabchen gemaft DE-OS 25 o1 999 

verwenden kann. 

In den folgenden Beispielen sollen einige Anwendungs- 
formen der erf indungsgemaiXen Zubereitung beschrieben 
sein, ohne das dadurch die Erfindung in irgendeiner 
Weise begrenzt ist. 
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Beispiel 1 

Reagenzpapier mit 3 (4, S-Dimethylthiazolyl-2-) -2,4- 
diphenyl-tetrazoliumbromid (MTT) . 

Filterpapier (Schleicher u. Schttll Nr. 598) wird mit 
einer LSsung folgender Zusammensetzung imprSgniert 
und getrocknet. 

MTT o,25 Mol 

Citronensaure o,5o Mol 
Methanol ad looo ml 

Es wird ein citronengelbes Material erhalten, das bei 
Elution in Wasser eine hellgelbe Losung mit einm pH von 
2,2 ergibt und welches vor Licht geschtitzt mindestens 
1 Jahr bei Raumtemperatur stabil ist. 

Vergleicht man in analoger Weise hergestellte Reagenz- 
papiere,die andere SMuren im gleichen molaren Verhaltnis 
an Stelle von Citronensaure enthalten durch Vermessen 
an einem Remissions-Spektralphotometer (Zeiss DMR 21) 
zwischen 4oo - 7oo nm, so ist mit zunehmender Belastungs- 
dauer eine mehr oder weniger ausgeprSgte VerfSrbung 
im Bereich 56o - 58o nm zu beobachten, die in nach- 
stehender Tabelle aufgezeigt ist, Das Zersetzungs- 
produkt ist iiberwiegend Formazan. 
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Saure-Variante 
(1 Mol SSure auf 
o,5 Mol MTT) 



pH nach 
Eluieren in 
Wasser 



% Remission bei 578 nm 



unbelastet 



12 Wocben 
bei 25°C 



36 Wochen 
bei 25 a C 



ohne SSure 
WeinsSure 
Salicylsaure 
Oxalsaure 



5,5 
2,1 
2,2 
1,5 



62 
95 
67 
85 



6o 
8o 
64 
78 



42 
52 
55 
4o 



Borsaure 
Citronensaure 



4,5 
2,2 



93 
93 



91 
9o 



8o 
83 



Beispiel 2 

Lactatdehydrogenase (LDH) - Farbtest mit MTT/Diaphorase 



15 



2o 



Ern Reagenzstreifen von 6 mm Breite und ca. 75 mm Lange, 
an welchem am unteren Ende 3 voneinander getrennte Be- 
zirfce der Flache 6 x 6 mm befestigt sind und wovon der 
eine 1,3 mg MTT zusammen mit 1,3 mg -Citronensaure, im- 
pragniert auf Filterpapier (3455, Schleicher u. Schtill) 
aus methanol ischer L6sung, der andere 4,8 mg NAD, im- 
prMgniert auf das Polyamid/Cellulose-Vlies (VS 532, 
Binzer) aus wassriger LOsung und ein dritter o,3 Ein- 
heiten Diaphorase, impragniert auf VS 532 aus o,o5 molarem 
Trrs-Citratpuffer, pH 7 enthalt, wird in 2 ml einer 
o,1 molaren Tris/HCl-Puff er-L6sung pH 8,o, die o,5l 
Detergenz und 4o mmol/1 Lactat enthalt, eluiert. 
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Es entsteht eine Reagenzlosung folgender Zusammensetzung : 

Tris/HCl-Puffer o,1 mol/1 

Detergenz o,5% 

Lactat m o,o4 mol/1 

5 NAD 1,5 ramol/1 

MTT 1,5 mmol/1 

Diaphorase 13o U/l 

Citrat 6,o mmol/1 

Zu 2 ml dieser LSsung wird o,o2 ml Serum zupipettiert , 
1o gut gemischt und das Gemisch 3 Minuten bei Raum- 

temperatur stehen gelassen. 

Die LDH-Enzymreaktion wird dann durch kontinuierliche 
Registrierung oder Extinktionsablesungen nach be- 
stimmten Zeitintervallen (z.B. alle 6o sec.) gemessen. 

1 5 Ein Jahr bei Raumtemperatur unter Licht- und Feuchtig- 

keitsausschluli gelagerte Reagenzstreif en, zeigten mit 
frisch hergestellten Reagenzstreif en identische Er- 
gebnisse. Die Analyse der Inhaltsstof f e ergab folgende 
Werte,bezogen auf 1 Reagenzstreifen? 

2o Inhaltsstof f unbelastet 6 Monate bei 25°C 12 Monate bei 25°C 

NAD 4,8 mg 4,6 mg 4,o mg 

Diaphorase o,3 U o,21 U 0,18 U 

MTT 1,3 mg 1,3 mg * 1,2 mg 

Formazan o,o o,o o,o 
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Ein bis auf den Zusatz von Citratpuf f er und Citronen- 
saure identisch hergestellter Reagenzstreif en, zeigt 
folgende Analysenwerte. Bereits bei unbelasteten 
Papieren stSrt das aus MTT gebildete Formazan die 
Messung. Nach Belastung ist eine Messung nicht mehr 
mSglich 

Inhaltsstoff unbelastet 6 Monate bei 25°C 



NAD 4,8 mg 4,6 mg 

Diaphorase o,3 U o,21 U 



MTT 



1,2 
0,1 



1,0 

o,3 



Formazan 
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Patentanspruche 



Stabilisierte Zubereitungen von Tetrazoliumsalzen 
fur analytische Zwecke, dadurch gekennzeichnet, dalS 
siej - 1o, vorzugsweise 1 - 2 Mol einer komplex- 
bildenden, in polaren LSsungsmitteln loslichen 
Saure pro Mol Tetrazoliumsalz enthalten. 

Zubereitungen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafl die Saure Borsaure oder eine organische Hydroxy- 
polycarbonsSure ist. 

Zubereitungen nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Saure Zitronensaure ist, 

Zubereitungen nach Anspruch 1-3, dadurch gekennzeichnet, 
dali das Tetrazoliumsalz MTT, INT oder NBT ist, 

Zubereitungen nach Anspruch 1 -4, dadurch gekennzeichnet, 
dalS die Zubereitung als Losung, Lyophilisat, oder 
Impragnierung auf einem saugfahigen Trager vorliegt. 

Verfahren zum Nachweis von reduzierenden Stoffen, 
mittels Tetrazoliumsalzen und gegebenenf alls ublichen 
Aktivatoren wie Diaphorase oder PMS, dadurch gekenn- 
zeichnet, dalS man dem Testansatz eine stabilisierte 
Zubereitung gemalS Anspruch 1 - 5"zufugt. 

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dafi 
man die stabilisierte Zubereitung des Tetrazoliumsalzes 
zu einer auf Reaktionsbedingungen gepufferten Losung 
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der ubrigen Reagenzien zufligt und anschlieftend 
die Probe zusetzt und die F ar bver and e rung miSt. 

Verwendung von Zubereitungen nach Anspruch 1-5, 
zum Nachweis von NADH, NADH-bildenden Systemen 
Oder Ascorbinsaure. 
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